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俵 友 恵
ヒ ト膵管痛の 外科材料を用 い て, 癌組織内で の 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発現 と局在 を免疫組織化学的に検索 し, 膵 トリ プ
シ ノ ー ゲ ン の 発現程度と痛 の 進行度 と の 関連 に つ い て検討 した . 対象は , 1 988年 1月 か ら195年6月まで の 7.5年 間に外科的
治療が行 な わ れ た4 6例の 浸潤性膵管痛であ る . また , 最近経験 し た7症例 に対 し て は全 R N Aを抽出 して 遺伝子 レ ベ ル で の 膵
トリ プ シ ノ ー ゲ ン 発現の 検索 に供 した. 抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体を用い て の 免疫染色の 結果, 膵
管病原発巣46例中44例(96 %) に膵トリ プ シノ ー ゲ ン に対す る軽度 か ら高度 の 免疫反応 が見 ら れ た . また , 原発 巣と 同様 に転
移リ ン パ 節30病巣お よ び神経周囲浸潤25病巣を検索 し た と こ ろ , その すべ て の 病巣 に 強い 免疫反応が認め られ た . こ れ ら の
免疫反応物 は微細顆粒状 で , お もに癌細胞質内の 核上 部 に見 ら れ た . 免疫電子顕微鏡法 に よ る と 痛細胞に は酵素原顆粒はなか
っ た が , 免疫 反応物は細胞質に び まん性 に存在す る ほ か, ゴ ル ジ装置部分 にも局在 した . 逆 転写 ･ ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反応を用
い た m R N Aレ ベ ル で の 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 検索 で は , 7例の 膵管痛仝例に m R N Aの 発現を認 め た . 以上 の 結 果か ら, 確 か に
膵管癌細胞 が トリ プ シ ノ ー ゲ ン を産生 し分泌 して い る こ とが 示 さ れ た . つ ぎに, 原発 巣46例中 , 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン に対 す
る免疫反応が無発現か軽度発現する低発現群(n = 16) と, 中程度か ら高度発現す る高発現群(n = 30)と に2大別 し, 膵管痛 に
お ける 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発現程度 と癌 の 進行度を示す臨床病理学的諸因子 と の 関連 に つ い て 両群閤で比較検討 した が , 明
らか な 差異は見 られ なか っ た
.
以上 の 所見 より, 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は浸潤性膵管痛 の 進行度に は無関係 に高率 に党規 して お
り, 細 胞外マ トリ ッ ク ス 分 解酵素の 一 つ と して癌 の 浸潤 ･ 転移 に関 っ て い る 可能性 が示唆 さ れ た .
Key w o rds extr ac ellular m atrix degrading pr ote as e, im m u n ohisto che mistry, pa n C r e atic du ctal
C an Cer, pa n Cre atictrypsin oge n, pOlym er ase chain r e actio n
近年 , 癌細 胞の 局所浸潤な ら び に遠隔転移時 に お ける細胞外
マ トリ ッ ク ス 分解酵素の 役割 が注 目 さ れ て い る1)2). な か で も,
癌 細胞自身に よ っ て 産生さ れ るセ リ ン 系 プ ロ テ ア ー ゼ の 1 つ で
あ る , ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー
(u rokin a seqtype pla s min oge n a ctiv ato r, u-P A)は , マ トリ ッ ク ス
メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etallopr ote a se s, M M Ps) な ど,
他の 細胞外 マ トリ ッ ク ス 分 解酵素 の 活性化 に関与す る と 同時
に , 自ら も細胞外 マ トリ ッ ク ス を破壊す る作用があ る こ と で 知
られ て い る
3)4)
. さ ら に最近 で は , セ リ ン 系 プ ロ テ ア ー ゼ の一山
つ で ある 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン が , ヒ ト浸潤性膵管癌や他 の 消化
器病さ ら に は 婦人科領域痛にも過剰発現 して い る こ と が報告さ
れ て い る 5卜 9)
.
こ の こ と か ら, 癌 の 浸潤 や転移に癌細胞自身の
産生 する トリ プ シ ノ ー ゲ ン が 関与す る可 能性 が考え ら れ る . し
か し, こ れ らの ヒ ト痛 にお い て 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 細胞内局
在を電子顕微鏡 (電顕)を用 い て検討 した報告や , 膵 トリ プ シ
ノ ー ゲ ン の 発現の 程度 と臨床病理学的諸国子と の 関連 を検討 し
た 報告 はない . そ こ で 本研究で は , ヒ ト膵管癌細胞で の 膵 トリ
プ シ ノ ー ゲ ン の 産生を確認する た め に, ヒ ト膵 管痛 の多数 の 症
例 に つ い て 外科材料を用 い て 黄白 お よ び m R N A レベ ル で 検索
し, その 局在を免疫電顕法を用 い て検討 した . さ ら に, 膵トリ
プシ ー ゲ ン の 発現程度 と痛 の 進行度に関する臨床病理学的諸国
子と の 関連をも検討 し た . そ の 結 果興味ある 二 , 三 の 知見を得
た の で報告する .
対象 お よ び方法
Ⅰ . 対 象
19 88年1月 か ら 1995年6J▲ほ で の 7.5年 間に , 余沢ノく学医学
部第二 外科学教室 にお い て 膵管癌 と診断さ れ て 外科的治療が行
なわ れ た4 6例 の 浸潤性膵管病症例を対象と し た . 性別 は男性
28例, 女性18例 で ある . 受診時年齢 は33 か ら7 8歳ま で で平均
61± 10歳で ある . こ れ ら 浸潤性膵管痛の 組織学的評価 による
進行度 は 膵癌取扱 い 規 約 1 O)に 従 え ば , Stage I と Ⅲ が 0例,
Stage Ⅲ が 13例 (2 8 %), Stage Ⅳaが 19例 (41 %), Stage Ⅳb が
14例(30 %) で あり, 仝例が stage Ⅲ以 上 の 進行例 であ っ た .
膵管痛 に お ける mR N Aレ ベ ル で の 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発
の 有無 をみ る た め , 最近経験 し た 膵管痛7症例 の 膿瘍の 一 部を
直ち に - 80℃ に凍結保存 し全 R N A抽出用 に供 した . こ の 他
胃癌手術時に合併切除 した膵組織な ら び に 胆嚢癌手術時に合併
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A bbr eviation s: D A B, 3,3
,
-diamin obe n zidin e; M MPs, m atrix m etalloprote as es;RTIP C R, r e V e r S etra n SCription-PC R;
u-P A, u r Okin as e-ty PePlas min ogenactiv ato r;光顕 , 光学顕微鏡;電顕 , 電子顕微鏡
膵癌に お け る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の発現
切除した 肝組織 の
一 部 も直ち に凍結保存 し, そ れ ぞ れ膵 トリ プ
シノ ー ゲ ン発現 の 陽性 と陰性対照群と して 伺い た . ま た , 膵 ト
リプシノ
ー ゲ ンを発現す る こ と で知ら れ て い るCap 肌 1ヒ ト膵管
癌細胞株
一l) 仏m erica nType Cultu reCone ctio n, Ro ckvme, US A)
も陽性対照群 と して使用 した . さら に, 腫 瘍の 一 部 を直ちに4%
パラ フ ォ ル ム アル デ ヒ ド液で 固定 し, 電顕観察用 に供 した.
Ⅰ. 研 究方法
1. ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 免疫組織化学的染色
1) 一 次抗体
使用 した 一 次抗体 は, 抗 ヒト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン マ ウ ス モ ノ
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ク ロ ー ナル 抗体 (Chemico n, To m e cula, U SA) である . こ の 一
次抗体の抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン ある い は ト リ プ シ ン に対す
る免疫反応の 特異性 の 解析 に つ い て は , すで にTe r ada ら12)に
よ り行なわ れ て い る .
2) 光学顕微鏡(光顕) 用染色法
外科的 に切除 さ れ た標本を10%ホ ル マ リ ン で 固定し, 腫壕
部分を中心に 5m m の 階段状切片を作成した. こ れ ら の 切片を
パ ラ フ ィ ン 包捜 して病理組織学的検索 に供した. 痛の 肉眼的な
らび に組織学的進展度の 診断 は前述した膵痛取扱 い 規約10)に従
っ た .
Table l･ lmm u n o stain lng Of hum an Pa n Cre atic du ctal ade n o c arcin o m aswi thanti-hum anpan cre atic
try psln Ogen antibody
Pan Cre atictry ps ul Ogen
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光顕 レ ベ ル で の 免疫染色に は , 1症例あたり腫瘍部分の 検索
剛 こ3個の 代表切片 を , 非腫落部分の 検索用に2個の 代表切片を
用い た. 免疫染色の方法と しては , 各包埋 ブ ロ ッ ク よ り4〃 m の
薄切切片を作成 し, 脱 パ ラ フ ィ ン 後に 既報の手順
13)で 行 っ た ･
す な わ ち, i. 一 次 抗体 の 細胞膜透過性を冗進 さ せ る た め ,
4 0/Lg/ml のプロ テ ア
ー ゼ K(Bo ehringe rMa n nheim , Gmb h,
Ge r m any) と室温で 10分間反応 さ せ る . ii. 0･3 %過酸化水素加
メ タ ノ ー ル 溶液と 室温 で30分間反応さ せ る . iii. 正常 ヤ ギ 血清
(Dako,S anta Ba rbar a, USA) の 20倍希釈液と室温で 20分間反
応させ る. iv . 抗 ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン (Che mic o n) の 100
倍希釈液と 4 ℃ で
一 晩反応させ る . Ⅴ . ビ オチ ン標 識 ヤ ギ 抗 マ
ウスIgG (Dako) と室温で 60分間反応させ る . vi. パ
ー オ キ シ
ダ ー ゼ標識 ス ト レ プ トア ピジ ン (D 血0) と 室温 で60分間反応 さ
せ る . vii. 免疫複合体反応物 を0.01 %過酸化水素加3,3
,
- ジ ア ミ
ノ ベ ン チ ジ ン (3,3
'
-diam inoben zidin e, D A B) βigm aC hemical,
俵
StLo uis, U S A)で 発色させ , 最 後 にメ チ ル グ リ ー ン で核染色し,
脱水 ･ 封入をして光顕観察を行 っ た.
3) 電顕用染色法
外科的に切除 され た腫瘍部分を できる だ け小さく採取し, 直
ち に4 %パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド液 に4 ℃ で 4時間浸し固定し
た. つ い で , 10 %, 20% , 30 % サッ カ ロ
ー ス 溶液で 順次瀧浄
した . 凍結 切片作製 に は , 固定標本を - 2 5℃で 1 5/｣ mの 厚さ
に切り, ポ リ ･ エ ル ･ リ ジ ン で 表面処理した ス ライ ド用プラ ス
チ ッ ク板 (武藤化学薬品, 東京)を使用して , プ レエ ン ベ ッ デ
イ ン グ法14)に よ り免疫電顕を行 っ た . す な わち , i. 正 常ヤ ギ
血清 (D 嶽0) の 20倍希釈液と室温 で20分間反応させ る . 五. 抗
ヒ ト膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン (C he mic o n) の 100倍希釈液と4℃で
一 晩 反応 さ せ る . iii. ビ オ チ ン 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ スIgG抗体
(Dako) と 室温 で 1時間反応させ る . iv. パ ー オ キ シ ダ ー ゼ標
識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン (Dako) と室温で 6 0分間反応 させ る .
Fig. 1. Im m u n ohisto che mical identific atio n of hu m a npa n c r e atictrypsin oge nin aprl m a ryle sio n of thein v a siv epa n c re atic du ctal
ade n o c a rcin o m a s. (朗 Amo w sin dic ate theda止 bro w nish and fin egr an ula rpattern, Wbich w a s s e e ninalmo s ta11the adeno c an cino m a
C ells,thatis c ategoriz ed a sthe stro ngim m unore ac也vity. ×40. (B)Higher m agnific atio nof Fig. 1A
′
m e a rro w'a
'
inde c ate sthe n u cleu s
ofa c ellofthe ade n o c ar Cino m as. T he ar rOW
`b' indicatesdark bro wnish im m u n o stainingin the 血I egr an ularpatte rn atthe s upr an u Clear
CytOpla sm ofthe c ell. × 160.
Fig. 2. Im m u nohistoche mical ide ndfic atio n of hu m a npan C re atictrypsinoge nat the m etastaticle sio ns inaperipan C re atic けmph n ode and
in an extrapan C re atic neu ralplex u s■ TYle StrO ngim m u noreactivity w as obse rv ed a s adark br ownish and五n egran ula rpatte rn atthe
m eta staticlesio n s仲 甲 伽 arr oYSi坤 C申)in the center9ftheperipan C reaticlym Ph n ode 仏,× 100)益d in the e xtr apancr e atic n eu ral
Ple x u s(B,× 120). N伍 n e rv efibe r払s cicle;Pn s,perin e u ral印 a Ce.
膵癌に お ける 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発現
Ⅴ. 免疫榎合体反応物を0.0 1 %過酸化水素加 D A B溶液で発色 さ
せる. vi. 0.5 %チ タ ン オ ス ミ ウム 溶液 と 室温で 60分間反応 さ
せ た後蒸留水 で洗浄後, さ ら に , 0.5 %酢 酸 ウ ラ ン と 室温で 20
分間反応 させ る . vii. 最後 に エ タ ノ ー ル で 順次濃度をあげつ つ
充分に脱水を行 っ た後 に エ ボ ン 812樹脂 に包埋 し, 超薄切片を
作饗して 電顕観察を行 っ た .
4) 光顕レベ ル で の 免疫染色の 判定基準
腫瘍部分を含む 3枚 の 代表切片を鏡顕 し, 腫瘍細胞数の 染色
寧5 %未満 の もの を発現陰性, 5 % 以 上 を発現陽性 と した . ま
た, 発現 陽性例 の うち染色陽性膿瘍細胞 の 割合 が 5 % 以 上
25 %未満を軽度発現例 , 2 5 % 以 上 50 %未満 を中等度発現例 ,
50 % 以._とを高度発硯例 に区分 し た . さ ら に , 免疫 染色無発現
例なら び に 軽度発現例を低発現群 に, 中等 度な ら び に高度発
現例を高発現群と に2大別 し, 両群 間に お け る免疫反応陽性率
の 差と 臨床病理学的特徴 と の 関連 に つ い て カ イ ニ 乗 検定を行
っ た .
2 . 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の m R N Aレ ベ ル で の 検索
膵管将 にお ける 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の m R N Aレ ベ ル で の 検 討
は, 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の ア イ ソ フ ォ ー ム
15卜 17)の 1 つ で ある
膵トリ プ シ ノ ー ゲ ン ー1(pa n c r e atic try psin oge n-1, C atio nic
is ofor m) に つ い て 逆 転写 ･ ポ l) メ ラ ー ゼ 連 銀反応 (r e v e r s e
tr an S Criptio n-pOlym e ra se chain r e actio n, R T P C R)法で行 っ た .
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1) 全R N A抽 出法
- 80 ℃ に凍結保存 した標本か ら正 常膵組織 が含まれな い よ
う に注意深く癌組織の み を分離し, ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル グア ニ ジ
ウ ム チ オ シア ネ ー ト法18)に より仝 R N Aを抽出 した .
2) プ ラ イ マ ー
ヒ ト 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン ー1 (pa n c r e atic try psin oge n-1,
c atio nicis ofo r m) の cD N A塩基配列19)よ り, セ ン ス プ ライ マ ー
と し て 5
'
-C C C C C A A T A C G A C AG GAA-3
,
(塩 基番号 294q311),
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と して 5
,
¶ CTGGG C A C A G C C A T C A-
3
'
(塩 基番号 6 5 7-6 7 4) の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド を 設計 し た ･ ベ ー タ ー ア ク チ ン (J9 - a Ctin) に 対す
る m RN A検 出 用 プ ラ イ マ ー は , セ ン ス 側 と し て 5
,
-
G A A A A TCTG G C A C C A C A C C T T 3
'
(塩基番号 12 99-1 319), ア
ン チ セ ン ス 側 と して 5'-G T G A A G G T A G m C G T G G H T13, (塩
基番号 240 6-2264) の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを設計
した . こ れ ら の プ ラ イ マ ー の 合成 は 日 本 バ イ オ サ ー ビス 株 式
会社(新座) に依託 し た . なお , こ れ らの プ ライ マ ー は ジ ー ン
バ ン ク (Ge nBa nk) デ ー タ ー ベ ー ス で 佃 の もの と の 整合性 が全
く な い こ と を確認 し た.
3) ⅣトP C R法
仝R N A l/L gを 65℃ で15分間変性 させ た 後, 一 本鑓cD N A合

























Fig･3･ Ele ctr on micr ogr aphs ofadi飴 rentiated type of hu m a npa n c re atk du ctalade n o c ar Cin o m a cells with im m u n ohisto chemic alstaining
forhu man Pan Cr e atictrypsin oge n･ ㈱ Ⅷ edark 魚n egr an ula rim m u n o r e a ctiv epatte rnisdiffus elypre s e ntin the s upra n u cle ar cyto sol. ×
10 00･ Ⅰ,dark gr anularim m u n or e a cdv epatte rn; M, mic rovi11i;G, gapju n ct血;P, per O Xis o m es･ (B)T neda正 gr an ularpatte rn appe ar S
inten s elyat the Golgiappar atu s a句a ce nt tothe nu cle u s. × 12000. N, n u Cle u s.
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用 して 逆転写反応 に よ っ て cDN A を合成 し た
17)
. す な わ ち,
200ユ ニ ッ トの モ ロ ネ ー 白血 病 ウイ ル ス 逆転写酵素 , 0.5m M の
オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (d A T P, d C TP, dG T P,
d T rP) 混合液 , オ 1) ゴ dT プ ライマ
ー
, R Na se阻害因子1単位 ,
TYis塩酸緩衝液(pH 8.3)50mM , K C1 75m M , MgC123m M の 全
て を混合し37 ℃ で 90分間反応 させ た .
つ ぎに, 各 m R N A に特異的な プ ラ イ マ ー と Taq D N A ポ1) メ
ラ ー ゼ (宝酒造, 京都) とを用い て , ･ D N A サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー
(Pe rkin -Elm e rCetu s, No r w alk, U S A) で D N Aを増幅 し た ･
P C R反応 は1 サ イ クル , 熱変性を9 4℃ で30秒間 , ア ニ ー リ ン
グ を60℃で 1分間, D N Aの 伸 長を72℃で2分間 と し て , 膵 ト
リ プ シ ノ ー ゲ ン ー1用 に は30 サ イ クル , ベ ー タ ー ア ク チ ン 用 に は
1 8 サ イク ル 行 っ た . 増幅 さ れ た P C R反応液2 0/∠=こ対 し, 2/∠1
の ゲ ル 泳動横衝液 (0.25 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー
, 0･25 % キ
シ レ ン シ ア ノ ー ル F F, 3 0% グ リセ ロ
ー ル)を加えて撹拝 し, そ
の 10〃1を1･5 % アガ ロ
ー ス ゲ ル に注 入 し, 電圧100 V で 25分間
電気泳動 し た. 泳動後 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色を行 い , 紫外
線照射装置 , ト ラ ン ス イ ル ミ ネ
一 夕 ー (フ ナ コ シ , 束 京) で
P C R産物を観察 した .
成 績
Ⅰ . 膵 管癌 に お け る牌 トリ プシ ノ ー ゲ ンの 蛋白 レ ベ ル で の
発現 に つ い て
1 . 光顕 レ ベ ル で の所見
1)原発巣 で の 免疫染色所見
4 6例 の ヒ ト膵管病原発巣の 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン 免疫染色結果
を表1に示 した . 4 6例中44例 (96 %) の膵管病原発巣は, 膵 ト
リ プシノ ー ゲ ン に対 して軽度 か ら高度 の 免疫反応 を示 した . 図
1 A は高度免疫反応を示 した 症例 の 光顕所見 であ る . その 強拡
写真 (図1 B)を見 る と, 免疫反応物 は微細顆粒状で お もに 癌細
胞核上部 に存在 した . 発現陽性癌細胞の 組織内分布 は , 症例間
で 多少 の 違 い は あ るも の の , 大部分の 症例で痛先進部 に とく に
強く発現 が認め られ た . 内部陽性対照群 と して の 非腫瘍部 の 膵
腺房細胞は全症例細胞質が顆粒状 に加染 し た. こ の こ と か ら全
て の 症例の 組織標本で免疫反応性 が保 た れ て い る こ と , 免疫反
応 の 特異性 に問題が な い こ と が 示 され た .
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pan et). T he mR N Aw er e a mpliAed by mlP C R, a nd e x amin ed
the spe ciRcity ofthe mR N Aprobes･ Pan C re atic trypsinogen
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2) 転移病巣で の 免疫染色所見
検索 した 転移 リ ン パ 節 30病巣お よ び 神経周囲浸潤25病巣の
す べ て に , 原発巣 と同様 に癌細胞内の 核 上部 に 膵 トリ プシ ノ ー
ゲ ン の 発現 が認 め られ た (図2).
2 . 電顕 レ ベ ル で の 免疫染色所見
図3 は膵管癌細胞 (表1で の 症例35) の 免疫電顕像 である. 徴
繊毛 が見える部分が癌細胞の 管腔側であ る. 免疫 反応物 は核上
部 の 細胞質に び ま ん性 に見 られ , 中で も核 に隣接する ゴ ル ジ装
置にも 一 致 して 強 い 免疫反応物 が見ら れ た こ と が 特徴的であっ
た . こ の 他 , 多く の 癌細胞内を観察 した が , 正 常 脚泉房細胞で
見 られ る ような 酵素原顆粒 は全く観察 され なか っ た ･
Ⅰ . 膵管 癌 に お け る膳 トリ プシ ノ
ー ゲ ンの m R N Aレ ベ ル で
の 発現 に つ い て
まず, 使 用 した プ ライ マ ー の 特異性を確認す る た め , 膵トリ
プ シ ノ ー ゲ ン ー1発現 の 陽性対照群と し て ヒ ト正 常膵組織な らび
にCap an-1細胞株か ら抽出 した 仝 mR NAを , 陰性 対照群と して
ヒ ト正常肝組織 か ら 抽出 した 全 m R NA を使用 して R TIP C R法で
検索 した . そ の 結果 , 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル で の 発
現が 確認 さ れ て い る膵組織と Capan-1細胞株 で は , 遺伝子レベ
ル で も発現 が確認 され , 蛋白 レ ベ ル で 発現 の ない 肝組織 で は遺
伝子 レ ベ ル で も発現 は見 ら れ なか っ た (図4). 以 上 の 所見より,
使用 した プ ラ イ マ ー の 特 異性 が確認さ れ た .
そ こ で , 最 近経験 し た 膵管痛 7症例 (表 1 での 症例22, 23,
33- 5, 41, 42)を対象に して , 膵 トリ プシ ノ
ー ゲ ン ー1 につ い て,
mR NA レ ベ ル で の 発現 の 有無を検討す る た め , 正 常膵4症例と
前述 の膵管痛7症例の 痛組織部分 か ら 抽出 し た全 m R N Aを用い
てR T P C R法 で検索 した と こ ろ , 膵管痛全例 に m R N Aレベ ルで
の 膵トリ プ シ ノ ー ゲ ン ー1の 発 現 が 認め ら れ た (図5)■ こ れら7
症例 は い ず れ も膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル で の 過剰発現
が確認さ れ て お り, 膵 トリ プ シ ノ
ー ゲ ン の 蛋白 レ ベ ル と遺伝子
レ ベ ル で の 発現 は よく相関 して い た.
Ⅱ . 牌管癌 に お ける牌 トリ プシ ノ ー ゲ ン の発現程度 と臨床病
理学的諸因子 と の 関連 に つ い て
表2 は, 膵管将 に お け る膵 トリ プ シ ノ
ー ゲ ン の 発現率 を痛の
進行度別 に見たもの で ある . そ の 発現 は対象群 の stage Ⅲ, Ⅳa,
Ⅳbの 中で は癌 の 進行度 と は 無関係 に高率 に発現 して い た ･ つ
ぎに, 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発硯の 程度 と個 々 の 臨床病理学的
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膵痛 にお ける膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の発現
Table2･ Expression ofpancre atictry psln Ogen and clinic alst ages of hu m a npan cre atic c an cers
Clin c alstage
il) No･ Ofpatie nts
No ,(%)ofpatients
Pancre atictry psln Oge n
Negative Po sitiv e
il)
clinic alstageis e v alu ated ac c ordingto the gen eral rules forthe study ofthe pa ncreatic canc erbythe
Japa nesepancreatic s ociety.
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諸因子と の 関連 に つ い て の 結果 を表3 に示 した . 膵 トリ プ シ ノ
ー ゲ ン の 無発現例 な ら び に 軽度発現例を低党規群(n = 16) に,
中等度な ら び に 高度発現例を高発現群(n = 30) と に2大別 し,
腫瘍径, 腫壕の 占居部位, 分化度, 前方被膜浸潤, 後両組織浸
潤, リ ン パ 節転移お よ び肝転移の 有無 と両群間と の 関連 に つ い
てカイ ニ乗検定を行 っ たが , こ れ らす べ て の 指標 に つ い て両群
間には有意の 差は 認め ら れ な か っ た .
考 察
膵トリ プ シ ノ ー ゲ ン は元 剰拳の 腺房細胞 で合成 ･ 分泌され て
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い る 蛋白分解酵素であるが , 消化器痛 や稀人件領域癌 の---一 部で
も過剰発現 して い る こと が最近の 研究 で 知 ら れ て い る5卜 皇) . 今
回の 研 究で は , 元 来膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン を発現 しな い 障管上 皮
か ら発 生 した 膵管痛の 大部分の 症例が , 揮 トリ プ シ ノ ー ゲ ン を
過剰発現す る こ とが 蛋白な ら び に m R N Aレ ベ ル で確 認で きた .
膵管痛が 膵 トリ プ シノ ー ゲ ン を過剰発現 して い る こ と に つ い て
は , 1994年に O bta ら
5)が すで に報告 して い る. つ まり, 浸潤性
膵管痛20例中15例 (75 %) に膵トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 過剰発現を
認め た と して い る. た だし, 発現を認め なか っ た 5症例は い ず
れ も非腫瘍部 の 膵腺房細胞 にも発現 が見 ら れ ず, した が っ て ,
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腫瘍部で発現 して い ない の で は なく, 切 除標本を固定する ま で
に 時間が か か り過ぎたり , あるい は固定 して か ら 切り出すまで
の 時間が か かり過ぎたり し て , 抗原が 失活 した可 能性も否定で
きな い と考えら れ た . そ こ で , 今回の 研 究で は さ ら に対象症例
を重ねる と 共に , 一 次抗体 の 膜透過性克進と抗原の 賦括化を目
的と して, 新 た に プ ロ テ ア ー ゼ K処理 を免疫染色過程の 中に加
えた. こ の プ ロ テ ア ー ゼ K処理 に関 しては1993年の Hu由e sら20)
の 研究結果 を参考 に して , プ ロ テ ア ー ゼ 濃度 を種 々 変えて染色
性の 程度を検討 した と こ ろ, 前述 の 濃度お よび 37℃で 5分間あ
る い は室温 で1 0分間の反応が 染色性が よく , 特異性 に も問題
が な か っ た と の 結 果を得た , こ の 予備実験の 結果 をもと に , 本
研究で は4 0〃 g/mlの プ ロ テ ア
ー ゼ Kを室温 で10分間処 理する
方法 を取り入れ て 免疫染色を行 っ た . そ の 結 果, 46例 中44例
(96 %)の 膵管病症例 の 原発巣 に膵 トリ プシ ノ ー ゲ ン の 発現が 確
認 さ れ た . 転移 の 認め ら れ た リ ン パ 節30病巣 な ら び に神経周
囲浸潤25病巣の す べ て に , 原発巣 と 同様 に膵 ト リ プ シ ノ ー ゲ
ン の 過剰発現 が認 め られ た こ と は興味深い .
そ こで , 免疫電顕法を用 い て膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 癌細胞内
で の 局在を見 る と, 免疫 反応物 は細胞質 だけでなく核 に隣接 し
た ゴ ル ジ装置 にも 一 致 して観察 さ れ た . すな わち, 細胞 質内に
存在す る膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は ピノ サイ ト ー シ ス に よ っ て細胞
外 か ら細胞内に取り込まれ た の で は なく, 癌細胞自身に よ っ て
合成さ れた も の で あると考え られ た .
また , 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン に は 現在まで に 少な く と も3 つ の
アイ ソ フ ォ ー ム が知 ら れ て い る 1 5)
､
1 7)が , そ の 中 で も1本鎖あ
るい は2本鎖 の 膵 ト1) プ シノー ゲ ン ー1(pan cre atic try psin ogen-1,
c atio nicis ofo r m) が 胃痛細胞株 で発現 して い る こ と が 1994年
Ko sbika w aら21)に よ り報告 さ れ て い る . そこ で , 本研 究で も最
近の 7症例 の 新鮮材料か ら注意深く分離 した 癌組織 の 全 m R N A
を抽出し, R T P C R法を用 い て mR N Aレベ ル で の 膵 ト1) プシ ノ
ー ゲ ン ー1の 発現を検討 し たが , 免疫染色の 結果 と同様 に全7例
に遺伝子 レ ベ ル で の 発現が確認され た . すな わち , 電顕 の 結果
と合わ せ て , 膵管癌細胞が確か に トリ プ シ ノ ー ゲ ン を産生 する
こ と が 示 され た . し か し, 癌細胞 には 膵腺房細胞 に見 られ る よ
う な酵素原顆粒 は全く観察されなか っ た こ と か ら, 癌細胞内で
合成さ れ た 膵 ト リ プシ ノ ー ゲ ン は 脚泉房細胞と は 異なり, 長期
間細胞内に貯留 され る こ と なく速や か に直接細胞外 へ 分泌さ れ
る可 能性が示唆 され た .
つ ぎに, 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 発現程度を2大別 し, 浸潤性
膵管痛の 進行度を示す臨床病理学的諸因子と の 関連 に つ い て考
察 を加え て み た . 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は stage Ⅲ 以 降の ほ と ん
どの 膵管病症例 で発現 が見 ら れ る こ と より, 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ
ン の 無発現例 な ら び に軽度発現例を低発現群 (n = 16), 中等度
なら び に高度発現例を高発現群 血 = 30)と して個 々 の 臨床病理
学的進行度 と の 相関関係を検討 したが , 現時点 で は種 々 の 腫瘍
の 進展度 と膵 トリ プシ ノ ー ゲ ン の 発現程度 と の 間に は 明 らか な
差異 は見 ら れ な か っ た . か え っ て , 膵 トリ プ シ ノ
ー ゲ ン は
stage Ⅲ, Ⅳa , Ⅳbの 申 で は腫瘍 の 進展度 と は無関係 に高率 に
発現 して い た こ と か ら, さ ら に早期(stage I, Ⅱ) か ら発現 し
て く る可能性があ る と思 われ た. この よ うに , 膵管癌細胞 は痛
の進展度 とは 無関係 に比較的早 い 時期か ら 膵 トリ プシ ノ ー ゲ ン
を合成 ･ 分泌 し, その 膵 トリ プシ ノ
ー ゲ ン は 細胞外 マ トリ ッ ク
ス 分解酵素 と し て , 癌細胞 の 局所浸潤時や遠隔転移時 に重要な
役割を担 っ て い る可能性がある と考えた.
と こ ろ で , 癌細胞か ら 分泌 さ れ る膵 トリ プシ ノ ー ゲ ン は膵ト
リ プ シ ン の 前駆体 である が , どの よ うな機序で癌細胞外の 問質
内で 活性型 の 膵 トリ プ シ ン に 変換 さ れ る の で あろ う か ? 最
近, O bta ら
13)は, 膵管痛 が 第3の プ ロ ト ン ポ ン プ で ある液胞型
プ ロ トン ポ ン プ 吋a c u olar-tY pe H
十
,ÅTPa se, Ⅴ功T Pa se)を過剰
に発現 し て い る こ と を報告 し, こ の プ ロ ト ン ポ ン プ を介して排
出 さ れ る陽子 が , 自動活性化 に より癌細胞 の 管脛側 で作 られる
微小環境内で膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン を トリ プ シ ン に 変換すると い
う仮説を立 て て , 活性化 の 機序を解明 しよう と して い る . 膵ト
リ プ シノ ー ゲ ン の ア イ ソ フ ォ ー ム の 中で も, 陽イ オ ン 型の 膵ト
リ プ シノ
ー ゲ ン 1 が酸性 bH 4.5-5) で 効率 よく自動活性化され
る こ と が , 試験管内の 実験 で証明さ れ て い るか ら で ある
22)
. さ
ら に, 膵管癌組織中の 癌細胞 の み なら ず病巣周囲 に見 られ るマ
ク ロ フ ァ ー ジ が 産生 す る カ テ プ シ ン B5)に よ っ て も, 膵 トリプ
シ ノ ー ゲ ン ー1 が活性化 され る可 能性が考え られ る.
一 般 に , 痛 が 浸潤 ･ 転 移す る 際 に は , M M Ps, u-P A, プラ
ス ミ ン な どの 細胞外 マ トリ ッ ク ス 分解酵素が特 に重要であり,
u-P A･→ プ ラ ス ミ ン → M M Ps活性化 の カ ス ケ ー ド反応が 存在す
る と 考え ら れ て い る
22)23)
. しか し, M M P-9 は トリ プ シ ン G で
活性化 さ れ る が , プ ラ ス ミ ン を 始め と す る他 の セ リ ン プ ロ テ
ア ー ゼ で は 活 性化 さ れ な い た め 24)25), u- P A → プ ラ ス ミ ン →
M M Ps活 性化 の カ ス ケ ー ド反応以外 の プ ロ セ ス が 存在するも
の と考え ら れ て い る . そ こ で , 筆者 が 注目 した の は , 今回の
研 究 で 明 ら か に した よう に 癌細胞内で合成 され る 膵 ト リ プシ
ノ ー ゲ ン の 存 在 で あ る . す なわ ち, 膵 ト リ プ シ ノ ー ゲ ンも上
述 し た よ うな機序 で活性体 に変換 さ れ れ ば , 細 胞外 マ トリ ッ
ク ス 分解酵素 と して は 勿論 の こ と, u -P A やM M Psな ど他の分
解酵素 の 前駆体を直接効率 よく活性化す る こ と が 可 能な わけ
で あり , トリ プ シ ン → M M Psの カ ス ケ ー ド反 応も充分存在し
う るもの と 思わ れ た.
以 上, 本研 究で 観察 し た, 浸潤性膵管癌 の 原発巣 なら び に神
経周囲浸潤部 にお ける 膵 ト リ プ シ ノ
ー ゲ ン の 過剰発現 に つ い
て , 考察 を加えた .
結 論
ヒ ト膵管癌 の 外科材料を用い て , 癌組織内で の 膵 トリ プシノ
ー ゲ ン の 発現を蛋白お よ び m R N Aレ ベ ル で検索 し, 膵 トリ プシ
ノ ー ゲ ン の 発現程度と臨床病理学的諸因子 と の 関連 に つ い て検
討 し, 以 下 の 知見を得 た .
1 . 膵管病原発巣46例中44例 (96 %) に 膵 トリ プ シ ノ ー ゲン
に対 する軽度 か ら高度 の 免疫反応 が見ら れ た .
2 . 転移 リ ン パ 節30病巣お よ び神経周囲浸潤 25病巣 を検索
した と こ ろ その すべ て に強い 免疫反応が認め ら れ た .
3 . 免疫電顕法で膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン の 癌細胞内局在を見る
と , 免疫反応物 は核上部 の 細胞質や核 に隣接 した ゴ ル ジ装置に
→ 致 して 観察 され たが , 酵素原顆粒 は全く観察 され なか っ た･
4 . 逆転写 ･ ポリ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 を用 い た m R N Aレ ベ ル で
の 検索で は , 7例 の 膵 管痛全例 に正常膵 と同程度の 膵 トリ プシ
ノ ー ゲ ン の 発現を認め た.
5 . 検索例 で は , 腫 瘍の 進展度 に は無関係 に高率に膵トリプ
シ ノ ー ゲ ン の 発現 が見 ら れ た .
以 上 の 成繚 よ り, 膵管痛 は比較的早期か ら膵 トリ プ シノ
ー ゲ
ン を合成 ･ 分 泌 し, そ の 膵 トリ プ シ ノ ー ゲ ン は細 胞外 マ トリ ッ
ク ス 分解酵素 と して , 癌細胞 の 局所浸潤 ･ 遠隔転移 に重要な役
俵
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剖を担 っ て い る可 能性 が示唆 され た･
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